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RESUMO 

Objetivo: O câncer é uma doença de múltiplos fenótipos, que demanda uma variedade de 

estratégias terapêuticas. Continuamente, substâncias com efeito antitumoral são avaliadas para 

o seu potencial uso clínico. Nesse contexto, complexos organometálicos a base de cobre (II) 

são alvos de diversos estudos. Dentre esses complexos, destacam-se aqueles que apresentam 

fenantrolina como ligantes orgânicos. Entretanto, o efeito antitumoral da combinação entre 

fenantrolina e aminoácidos em um mesmo complexo organometálico ainda não foi explorada. 

Assim, o presente trabalho procurou determinar se o biocristal de 1,10-fenantrolina e glicina 

complexado com cobre (II) (CuPhGli) apresenta atividade antitumoral. Métodos: Para isso, 

foram utilizados métodos in vitro, como o ensaio de MTT, para caracterizar a citotoxicidade 

frente a linhagens celulares, e in silico, como docagem molecular e predição de propriedades 

farmacocinéticas, para simular características de interação molecular com a molécula de DNA 

e possível comportamento farmacológico. Resultados: Foi evidenciado que o complexo 

apresentou atividade citotóxica in vitro para as linhagens celulares, além de demonstrar, in 

silico, interações hidrofóbicas com o sulco menor da molécula de DNA. Ademais, foi 

observado, por meio de predição in silico, um potencial perfil adequado de propriedades 

farmacocinéticas. Conclusões: Portanto, o complexo desse estudo apresentou atividade 

antitumoral in vitro, tendo na molécula de DNA seu potencial alvo molecular, além de 

demonstrar um perfil de interesse para futuras pesquisas farmacológicas. Entretanto, novas 

avaliações, em especial com ensaios in vitro e in vivo, devem ser realizadas para abranger as 

informações referentes a atividade citotóxica, seus alvos e o comportamento do complexo em 

sistemas biológicos reais. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

Purpose: Cancer is a multiple presentation disease, that demands a variety of therapeutical 

strategies. Constantly, substances with antitumoral effect are assessed for their potential clinical 

use. In this context, copper (II) complexes are targeted by several studies. Among those 

complexes, the ones that present phenantroline as an organic ligand stands out. Nevertheless, 

the antitumoral effect of the combination between phenatroline and aminoacids in the same 

complex were still not explored. Hence, the present study aimed to determine the antitumoral 

activity of 1,10-phenantroline and glycin complexed with copper (II) (CuPhGli) biocristal. 

Methods: In vitro MTT assay and in silico molecular docking and pharmacokinectics 

properties prediction were perfomed to evaluate, respectively, the citotoxicity aggainst cell 

lines, the molecular interaction with DNA and a possible pharmacological behavior. Results: 

The complex exhibited cytotoxicity in vitro aggainst all the cell lines and showed in silico 

hydrophobic interaction with the minor groove of the DNA molecule. Furthermore, the in silico 

properties prediction demonstrated an adequate pharmacokinectic profile. Conclusions: 

Therefore, the complex of this study presented antitumoral activity in vitro, with the DNA 

molecule as a pontetial molecular target. In addition, the complex had an adequate profile for 

future pharmacological research. However, more in vitro and in vivo studies are needed to 

expand the information on the cytotoxicity, its targets and the complex behavior on real 

biological systems.  
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1. INTRODUÇÃO 

Visto como um problema de saúde pública, o câncer é considerado atualmente uma das quatro 

principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) por doenças não 

transmissíveis em 179 países, sendo responsável por 4,5 milhões (29,8%) dessas mortes (1).⁠  

Numerosas estratégias terapêuticas são constantemente desenvolvidas e aprimoradas para o 

controle dessa doença (2,3). No entanto, fármacos quimioterápicos atuais, apesar de efetivos, 

frequentemente estão sujeitos a resistência tumoral e apresentam efeitos adversos 

multissistêmicos importantes, como cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, entre 

outros (4–6). Consequentemente, há uma demanda por novas drogas antitumorais que 

apresentem um perfil clínico mais seguro e maiores taxas de efetividade contra tumores 

resistentes. 

Nesse contexto, complexos organometálicos são integrados na prática clínica pelo seu 

efeito antitumoral desde o advento da cisplatina e seus derivados, trazendo bons resultados em 

várias linhagens tumorais, apesar das taxas de resistência e efeitos adversos (7–9). Devido ao 

sucesso da cisplatina, atualmente novos compostos organometálicos são pesquisados com 

diferentes ligantes orgânicos e centros metálicos, especialmente cobre, rutênio, paládio e ouro 

(10). Em destaque, o cobre é um metal endógeno integrado a vários mecanismos fisiológicos, 

agindo como cofator de enzimas, controlando o processo de angiogênese, atuando na produção 

ou neutralização de espécies reativas de oxigênio, etc (11–13). Essa versatilidade fisiológica 

facilita sua inclusão nas diversas vias metabólicas celulares, especialmente em células tumorais 

(14), tornando-o um importante candidato ao desenvolvimento de novas drogas. Assim, vários 

complexos a base de cobre (II) demonstraram em estudos in vitro e in vivo possuírem 

importante atividade antineoplásica, induzindo morte celular para diversas linhagens tumorais 

(15–18). Um importante mecanismo de indução de morte celular observado para esses 

complexos é a lesão no material genético pela produção de espécies reativas de oxigênio pela 

molécula de cobre (II), tornando a molécula de DNA um alvo molecular frequente em estudos 

(19,20). 

Além do centro metálico, os diferentes ligantes orgânicos influenciam diretamente o 

mecanismo de ação e efetividade do composto, alterando suas propriedades físico-químicas e 

promovendo maior ou menor interação com alvos moleculares específicos (21,22). A 

associação dos ligantes orgânicos fenantrolina ou aminoácidos em compostos de centros 

metálicos de cobre (II) já demonstrou um aperfeiçoamento da atividade citotóxica antitumoral 

pela presença desses ligantes (23–26). Entretanto, a combinação de 1,10-fenantrolina e um 
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aminoácido como ligantes orgânicos em um mesmo complexo de cobre (II) ainda não foi 

explorada, sendo apresentada aqui de forma inédita. Pressupõe-se que, além de facilitar a 

captação celular do complexo, a presença de ligantes nitrogenados facilitaria a interação do 

centro metálico com o DNA da célula tumoral, estabilizando a ligação com a molécula alvo. 

Dessa forma, o presente estudo evidencia a atividade citotóxica antitumoral do 

biocristal de 1,10-fenantrolina e glicina complexado com cobre (II). Ademais, para elucidar um 

possível mecanismo para essa atividade, as interações do composto com a molécula de DNA 

foram abordadas por ensaio in silico. Por fim, predições dos aspectos farmacocinéticos 

referentes ao comportamento do biocristal também foram realizadas, a fim de avaliar o 

potencial uso clínico desse composto. 

Novidade do trabalho 

O presente trabalho avalia de forma inédita a atividade citotóxica da combinação de 1,10-

fenantrolina associada a dois aminoácidos, glicina e serina, em complexos organometálicos a 

base de cobre (II). Foram realizados pela primeira vez avaliações in vitro com múltiplas 

linhagens celulares, além de simulações in silico.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

Síntese do complexo 

O biocristal de 1,10-fenantrolina e glicina complexado com cobre (II) (CuPhGli), representado 

na figura 1, foi sintetizado e cultivado conforme Chu et al (27). Proporções equimolares de 

1,10-fenantrolina 98% (Sigma-Aldrich) e cloreto de cobre (II) 99,6% (Sigma-Aldrich) foram 

homogeneizados em solução aquosa de metanol 80%, por agitação. O precipitado gerado foi 

filtrado e seco em estufa e posteriormente as massas moleculares foram estimadas por razões 

estequiométricas para o precipitado obtido, o aminoácido glicina e o bicarbonato de sódio. Os 

materiais foram diluídos em água deionizada em agitação magnética a uma temperatura de 40 

°C. Ao final, a solução formada foi acondicionada em estufa à temperatura constante de 35 °C, 

para evaporação lenta. 

 

Linhagens celulares 

Para avaliação da atividade antitumoral dos complexos de cobre (II) foram utilizadas as 

linhagens de células tumorais HL60 (células de leucemia mieloide), PC-3 (câncer de próstata) 

e SNB-19 (células derivadas de glioma humano). Para os ensaios, as células foram cultivadas 

em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco), 

L-glutamina 2mM e antibióticos (penicilina 100U/ml, estreptomicina 100µg/ml) (Sigma-

Aldrich) e mantidas a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade, por 72h. A 

linhagem de células RAW 264.7 (macrófago murinho) foi cultivada em meio DMEM (Gibco) 

suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado (Gibco) e antibióticos (penicilina 

Figura 1. Estrutura molecular do biocristal de 1,10-fenantrolina e glicina complexado com cobre 

(II) (CuPhGli) 
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100U/ml, estreptomicina 100µg/ml) (Sigma-Aldrich), sendo mantida em estufa úmida a 37ºC, 

5% de CO2 e 95% de umidade. 

 

Atividade citotóxica 

Após cultivo das linhagens celulares, as células HL-60, PC-3 e SNB-19 foram incubadas em 

placa de 96 poços (3x105 células/poço) com RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 

glutamina 2mM, penicilina 100U/ml, estreptomicina 100µg/ml, e mantidas em estufa a 37ºC e 

5% de CO2. Paralelamente, as células RAW-264.7 foram incubadas em placa de 96 poços 

(5x104 células/poço) em meio DMEM, suplementado com 5% de soro fetal bovino, glutamina 

2mM, penicilina 100U/ml, estreptomicina 100µg/ml, e mantidas em estufa a 37ºC e 5% de 

CO2. Após 24 horas, todas as linhagens foram tratadas com o complexo CuPhGli em 

concentrações seriadas (12,50µM - 0,09µM) por 72hrs, a 37ºC com 5% de CO2. 

 

Ensaio MTT 

A atividade citotóxica foi caracterizada pelo ensaio de MTT, que consiste na análise 

colorimétrica da conversão do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazólio 

(MTT), solúvel em água e de coloração amarela, em cristais de formazan, insolúveis e de cor 

púrpura. A conversão do MTT ocorre apenas em células viáveis e metabolicamente ativas, 

através da ação da enzima mitocondrial Succinato Tetrazolium Redutase, fato que permite a 

quantificação das células vivas (28). 

Após o período de incubação e exposição ao complexo, as placas foram centrifugadas, 

e o sobrenadante foi removido e substituído por meio (150μL) contendo MTT (0,5 mg/mL). 

Após três horas, as placas sofreram nova centrifugação, e o sobrenadante de formazan foi 

dissolvido em 150μL de DMSO. A absorbância foi então aferida por um leitor de placas 

(BioTek Elx800) a 540nm, permitindo o cálculo por regressão não linear da metade da 

concentração inibitória máxima (IC50). 

 

Índice de seletividade 
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O índice de seletividade (SI) foi determinado pela razão entre a IC50 para a RAW 264.7 e a 

IC50 para as linhagens tumorais. Como o SI demonstra a atividade diferencial de um composto 

puro, quanto maior o valor SI, maior sua seletividade. 

 

Predição das propriedades farmacocinéticas (ADMET) 

A metodologia in silico utilizada com o complexo desse estudo inclui ferramentas de análise de 

parâmetros físico-químicos, perfil farmacocinético e toxicidade. Para a determinação dos 

parâmetros farmacocinéticos, como absorção, distribuição, metabolismo e excreção (ADME), 

foram utilizados dois pacotes de software online disponíveis gratuitamente. O primeiro pacote, 

denominado pkCSM, trata-se de uma ferramenta baseada em modelamento gráfico, isto é, uma 

representação matemática de entidades químicas em gráficos, capaz de predizer uma variedade 

de propriedades ADME (29). O segundo, denominado SwissADME, fornece acesso a modelos 

preditivos para propriedades físico-químicas, similarmente ao pkCSM, porém também permite 

o cálculo das similaridades entre diversas substâncias (SwissSimilarity), entre outras 

ferramentas paralelas (30). 

Ademais, para os cálculos de previsão do perfil farmacocinético, os compostos foram 

desenhados e convertidos em formato SMILEs. Dentre os diversos parâmetros avaliados, foi 

analisado a capacidade da substância em atravessar a barreira hematoencefálica, sua taxa de 

absorção (Caco2) e a taxa de absorção por células intestinais humanas. Quanto à absorção, esses 

ensaios permitiram predizer a capacidade de inibição ou não inibição e formação de substrato 

pelas moléculas, por meio de seu comportamento nas subfamílias dos sistemas microssomais 

hepáticos CYP-450. 

 

Docagem molecular 

Um alvo molecular frequente para compostos organometálicos é a molécula de DNA (31,32). 

Para complexos organometálicos a base de cobre (II), a lesão no material genético e geração de 

espécies reativas de oxigênio é um importante mecanismo de atividade citotóxica a ser 

considerado (33). Assim, para caracterizar o comportamento do composto desse estudo em 

contato com moléculas de DNA, foi utilizado o docking molecular, ferramenta in silico cujo 

objetivo é predizer a melhor orientação de um ligante ao seu alvo. Após determinar a orientação 

preferida, é possível prever a força de associação ou afinidade da ligação entre duas moléculas, 
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sendo um importante rastreador de possíveis alvos moleculares, além de trazer informações 

importantes na pesquisa por novas substâncias com potenciais terapêuticos (34). 

Para obter a análise, inicialmente foi obtida a geometria das moléculas do complexo, 

por meio do programa Gaussian 09, seguido pelo software GaussView 5.0.8, que permite a 

obtenção do modelo estrutural 3D. A seguir, os cálculos de otimização geométrica foram 

realizados pelo método semiempírico, utilizando o Hamiltoniano PM6. Para o alvo da interação 

dos complexos, foi obtida a estrutura 3D da molécula de DNA, de alta resolução, previamente 

determinada por difração de raios-X e disponível a partir do Protein Data Bank (código PDB 

ID: 355D). 

Após a determinação das estruturas geométricas, o alvo e seus ligantes foram 

preparados para simulação de docking com o software AutoDock Tools (versão 1.5.6) e os 

procedimentos de encaixe utilizaram o pacote Autodock 4.2. O receptor foi considerado rígido 

e cada ligante, flexível. As cargas parciais de Gasteiger foram calculadas após a adição de 

hidrogênios. Os átomos de hidrogênio não polares da molécula alvo e do ligante foram 

posteriormente fundidos. Uma caixa cúbica (60x60x60 pontos com espaçamento de 0,35 A 

entre os pontos da grade) foi gerada para o alvo da proteína inteira. Os centros de afinidade da 

grade foram definidos. O algoritmo genético Lamarckiano de busca global (LGA) (35) e os 

métodos de busca local (LS) Pseufo-Solis e Wets (36) foram aplicados para a realização do 

docking 

Cada ligante foi submetido a 100 execuções independentes de simulações de encaixe, 

e outros padrões de encaixe foram definidos como valores padrão (37). Por fim, as 

conformações encaixadas resultantes foram agrupadas em famílias de acordo com o Root-

Mean-Square Deviation (RMSD). Para uma análise mais detalhada, as coordenadas dos 

complexos selecionados foram escolhidas por inspeção visual associada a critério de menor 

conformação de ancoragem do cluster com menor energia. 
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3. RESULTADOS 

Ensaios biológicos 

Os resultados indicam que a substância apresenta citotoxicidade para todas as linhagens. Os 

valores de IC50 estão demonstrados na Tabela 1. Conforme observado, o composto possui 

menor IC50, e consequente maior citotoxicidade, para a linhagem tumoral de câncer de próstata 

(PC-3) com valor de 2,6 µM, seguido pelos valores de IC-50 para a linhagem HL-60 (3,0 µM) 

e SNB-19 (4,0 µM).  

 

Linhagem celular Fenótipo IC50 (µM) S.I. 

HL-60 Leucemia 3,0 1,3 

PC-3 Câncer de próstata 2,6 1,5 

SNB-19 Glioblastoma 4,0 1,0 

RAW 264.7 Macrófago murino 4,1 - 

 

 

Além da interação com linhagens tumorais, o valor de IC50 para a linhagem não tumoral de 

macrófagos murinos (RAW 264.7) também foi aferido. O comparativo entre atividade 

citotóxica para linhagens tumorais e não tumorais é importante para determinar se a morte 

celular é induzida seletivamente a células patológicas ou se o composto também afeta células 

saudáveis. Para os macrófagos RAW 264.7, o complexo apresentou uma IC50 maior, quando 

comparado às outras IC50, com valor igual a 4,1 µM. Dessa forma, tem-se que os índices de 

seletividade (S.I.) para as linhagens PC-3, HL-60 e SNB-19 são, respectivamente, 1,5; 1,3; e 

1,0. 

 

Docking molecular 

Como anteriormente proposto, o mecanismo de ação da citoxicidade observada in vitro pode 

ser devido à interação da substância com o material genético celular, além de estímulo a vias 

Tabela 1. Valores de IC50 e de S.I. (Índice de Seletividade) do complexo CuPhGli frente 

às linhagens tumorais HL-60, SNB-19 e PC-3 e a linhagem não tumoral RAW 264.7 



8 
 

 
 

de oxidação e formação de espécies reativas de oxigênio. Para melhor elucidar as interações 

desse complexo com alvos moleculares específicos, foram utilizadas ferramentas in silico. 

Uma vez demonstrada a citotoxicidade, os ensaios in silico auxiliam na identificação 

de possíveis alvos moleculares e a afinidade da ligação da substância com os mesmos. O 

docking molecular foi realizado com os ligantes do organometálico 1,10-fenantrolina e glicina 

complexado com cobre (II), utilizando-se como alvo a molécula de DNA B sintética 355D, 

devido à hipótese de interação do complexo com o material genético. É importante ressaltar 

que foram considerados dois sítios principais de ligação na molécula alvo de DNA, 

correspondentes aos sulcos maior (sítio 1) e menor (sítio 2) da cadeia molecular. A estrutura 

geométrica do docking molecular está demonstrada na Figura 2. 

 

Dentre os diversos parâmetros analisados pelo docking, destacam-se os valores de 

Energia Livre de Ligação (ΔGlig) e a Constante de Inibição (Ki), demonstrados na Tabela 2. Os 

valores de ΔGlig refletem diretamente a afinidade das ligações entre o ligante e seu alvo, uma 

vez que demonstra a energia necessária para se estabelecer a interação. Dessa forma, quanto 

menores os valores de ΔGlig, maior a facilidade com que a interação ocorre. O composto desse 

estudo apresentou valores negativos de energia de ligação (-6,6 kcal.mol-1), o que corrobora 

com a espontaneidade das ligações. 

 

 

Figura 2. Docking molecular 3D do complexo CuPhGli com a molécula de DNA tipo B, 

sulco menor (alvo). Destaque para as interações hidrofóbicas entre o aminoácido e as bases 

nitrogenadas. 
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Complexo 

(Proteína-Ligante) 

ΔGlig 

(kcal.mol-1) 

Ki 

(µM) 
Aminoácidos em 

Interação hidrofóbica 

CuPhGli-355d 1 -6,6 14,0 Dc21 

CuPhGli-355d 2 -6,6 12,9 Dt19 e Dt 20 

 

 

Ademais, a análise in silico permitiu descrever que as ligações entre os aminoácidos 

da cadeia orgânica do complexo e as bases nitrogenadas Dt19 e Dt 20 ocorreram no segundo 

sítio ativo (sulco menor). O sulco menor é um alvo terapêutico particularmente interessante 

para pequenas moléculas, uma vez que a proximidade das fitas de DNA nessa região permite 

um contato mais íntimo e ligações mais estáveis entre o alvo e a substância (38). Entretanto, foi 

demonstrado que as ligações do complexo deste estudo com o sulco menor foram do tipo 

hidrofóbicas, que são interações mais fracas, conferindo menor estabilidade à ligação. 

 

Propriedades Farmacocinéticas 

Em pesquisas que avaliam substâncias candidatas a fármaco, é interessante complementar a 

análise com predições de propriedades farmacocinéticas (ADME) in silico, uma vez que 

apresentam simulações do comportamento desse composto. Avanços atuais nos métodos in 

silico são capazes inclusive de substituir parcialmente experimentos in vivo. Assim, para que 

se dispense o consumo de tempo e investimentos em substâncias inaptas para o 

desenvolvimento de fármacos, algumas propriedades podem ser avaliadas e preditas por 

simulações de modelos computacionais. Os parâmetros avaliados estão demonstrados na Tabela 

3; os mais importantes foram destacados por cor: verde indica resultados “satisfatórios”, 

amarelo indica resultados “intermediários” e vermelho, resultados “insatisfatórios”. 

ADMET CuPhGli 

Absorção 
 

LogS (log mol/l) -3,20 

PCaco-2 (log Papp em 10-6 cm/s) 96,10 

Tabela 2. Parâmetros de afinidade Molecular do ligante CuPhGli com 355D em dois sítios 

ativos. 

Tabela 3. Predição das características farmacocinéticas e toxicológicas do complexo 

CuPhGli 
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HIA1 (%) 1,24 

Pskin (cm/h)  -3,44 

Glicoproteína P I (inibição) Não 

Glicoproteína P (substrato) Não 

Glicoproteína P II (inibição) Não 

Distribuição 
 

VDss2 (log L/kg) 0,11 

Fração não ligada (Fu) 0,35 

BHE3 (log BB) -0,01 

SNC4 (log PS) -2,62 

Metabolismo 
 

CYP2D6 substrato Não 

CYP3A4 substrato Sim 

CYP1A2 inibidor Não 

CYP2C19 inibidor Não 

CYP2C9 inibidor Não 

CYP2D6 inibidor Não 

CYP3A4 inibidor Não 

Toxicidade 
 

AMES Teste Não 

hERG I inibidor Não 

hERG II inibidor Não 

Hepatotoxicidade Sim 

 

Em relação aos parâmetros de absorção, foram avaliadas a solubilidade do composto 

em água, a permeabilidade da pele, absorção intestinal, permeabilidade de células Caco-2 e 

1HIA: Absorção Intestinal Humana 
2VDss: Volume de Distribuição em Estado Estável 
3BHE: Barreira Hemato-Encefálica 
4SNC: Sistema Nervoso Central 
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interação com a glicoproteína P. Foi evidenciado, pelos baixos valores de LogS (-3,20), que o 

composto é insolúvel em água, uma vez que quanto menor o índice de absorção (LogS), menor 

a sua solubilidade nesse meio (39). Paralelamente, os valores baixos de Pskin (-3,44) também 

indicam que a pele é impermeável a substância (40). Para esses dois primeiros parâmetros, 

consideram-se valores indicativos de solubilidade em água e permeabilidade na pele, 

respectivamente, LogS > 0,010 e Pskin > -2,5 (40). De forma análoga, a absorção intestinal 

humana (HIA) também mostrou-se desfavorável, com valores de 1,242%, abaixo dos 

parâmetros ideais, que consideram absorção efetiva valores de HIA > 70% (41). Entretanto, foi 

observado que o biocristal apresenta boa absorção por células Caco-2 (linhagem de 

adenocarcinoma colorretal), com valor de Pcaco-2 igual a 96,10.  

Por último, foi avaliada a interação do complexo com a glicoproteína-P, que possui 

papel importante na disponibilidade dos fármacos e está intrinsecamente relacionada com a 

resistência aos efeitos terapêuticos de substâncias (42). Ademais, essa glicoproteína foi 

associada com a presença de resistência adquirida por tumores a certos quimioterápicos (43). 

No presente estudo, foi demonstrado que não houve interação com essa glicoproteína. 

Quanto aos parâmetros de distribuição, foram estimados: volume de distribuição em 

estado estável (VDss), fração não ligada, permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE) 

e permeabilidade do sistema nervoso central (SNC). O VDss reflete a meia-vida e a posologia 

adequada para a substância avaliada (44). Idealmente, o valor de VDss deve estar acima de 0,45 

log L/kg (40), porém para o biocristal CuPhGli, foi encontrado um valor de VDss igual a 0,11. 

A análise da fração não ligada evidenciou valor de 0,35 (35%) para a substância. Sabe-se que 

o efeito terapêutico é gerado pela fração livre, uma vez que a fração ligada a proteínas 

plasmáticas impede a entrada do complexo para o meio intracelular. Dessa forma, idealmente, 

a fração não ligada deve ser maior que 10% (40). Ademais, foi demonstrado que o composto 

apresenta coeficiente de permeabilidade da barreira hematoencefálica menor que 0,1 log BB, o 

que indica sua incapacidade de atravessar essa barreira (45). Paralelamente, os valores entre -2 

e -3 para o log PS indica que o composto apresenta valores intermediários de permeabilidade 

para o sistema nervoso central (40). 

Quanto aos parâmetros de metabolismo, foi avaliada a interação do composto com os 

complexos enzimáticos CYP. Essa análise é importante para predizer possíveis interações 

medicamentosas com drogas metabolizadas por esse sistema, que é responsável por reações 

diversas, como desmetilação, hidroxilação e epoxidação, além de contribuir para o clearence 

hepático e intestinal  (46). Foram avaliadas as interações com diversas isoformas dessa enzima, 
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dentre elas as principais responsáveis: CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 (47,48).  A 

interação inadequada com esse sistema enzimático poderia alterar o metabolismo e a excreção 

de numerosas substâncias terapêuticas e não terapêuticas. Para o presente composto, o estudo 

observou que a substância é substrato para o complexo microssomal hepático CYP3A4, porém 

sem promover sua inibição. Para as outras isoformas, não foram identificadas interações. 

Por fim, o ensaio ainda permitiu predizer alguns aspectos de toxicidade do complexo, 

como carcinogênese (teste de Ames), cardiotoxicidade (hERG I e II) e hepatotoxicidade. O teste 

de Ames caracteriza o potencial carcinogênico da substância (49) e demonstrou que o biocristal 

desse estudo não demonstra características mutagênicas. Ademais, o composto não inibiu os 

canais de potássio codificados pelo gene hERG I e II, cuja inibição é capaz de induzir 

prolongamento do interalo QT. Entretanto, o composto demonstrou-se hepatotóxico. 
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4. DISCUSSÃO 

O câncer é um conjunto de doenças de diversos fenótipos, que demandam, muitas vezes, várias 

estratégias terapêuticas específicas e individualizadas. Continuamente, novas drogas 

quimioterápicas são desenvolvidas, com abordagens antitumorais diferentes, índices de 

resistências e de efeitos colaterais menores, mecanismos de ação mais eficazes, entre outros 

aspectos (3,50). Nesse contexto, vários complexos organometálicos demonstraram ser uma 

importante fonte de substâncias com atividade antitumoral e potencial uso clínico, o que 

promove a existência de um campo de pesquisa crescente a procura de novos compostos 

baseados em metais (50).  

O organometálico de 1,10-fenantrolina e glicina complexado com cobre (II) (CuPhGli) 

apresentou atividade citotóxica antitumoral in vitro, com valores de IC50 (µM) determinados 

por ensaio MTT de 3,0; 2,6 e 4,0; respectivamente para as linhagens tumorais HL-60, PC-3 e 

SNB-19, como demonstrado na Tabela 1. Ademais, o composto CuPhGli apresentou um valor 

de IC50 (µM) igual a 4,1 para a linhagem não tumoral de macrófagos murinos (RAW 264.7), 

como demonstrado na Tabela 1. A linhagem tumoral com maior seletividade quanto ao efeito 

citotóxico encontrado foi o câncer de próstata (PC-3), cujo valor de S.I. foi 1,5, enquanto a 

menor seletividade foi evidenciada para o glioblastoma (SNB-19), com índice de seletividade 

igual a 1,0. 

Além das características inerentes ao complexo, alguns fatores relacionados às 

linhagens celulares podem interferir diretamente no comportamento in vitro da interação entre 

célula e substância. A linhagem PC-3, derivada de um tumor prostático metastático, demonstrou 

os maiores índices de toxicidade, com a maior seletividade. Dentre suas características 

moleculares oncogênicas, destaca-se o aumento da expressão de fatores de crescimento, como 

TGF-alfa e mRNA EGFR (51), que promovem a transcrição de proteínas e potencialmente 

expõem a molécula de DNA a ação do complexo. Entretanto, apesar desses resultados positivos, 

é importante relacioná-los com ensaios in vivo, uma vez que a proliferação in vitro em única 

camada de células não preserva a heterogeneidade original do tumor e não reproduz seu 

microambiente tridimensional in vivo (52,53). Em seguida, a linhagem HL-60, derivada de 

leucemia promielocítica, foi a segunda a apresentar os melhores índices de atividade 

antitumoral. É importante ressaltar que essa linhagem apresenta um aumento significativo da 

expressão do gene c-Myc, um dos principais responsáveis pelo aumento da replicação do DNA 

(54,55). Esse característico aumento da replicação pode ser um facilitador na interação do 

complexo com o material genético, o que explica a atividade citotóxica. Por fim, a linhagem 
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SNB-19, derivada de células de glioblastoma, apresentou os menores índices de citotoxicidade 

ao complexo, apresentando um comportamento não seletivo. Inicialmente, o fenótipo altamente 

angiogênico dessa linhagem (56) era um indicativo de correspondência com complexos a base 

de cobre (II), uma vez que o cobre está incluído em vias de angiogênese. Entretanto, a atividade 

inespecífica demonstrada pode ser explicada pelos resultados in silico, que demonstraram uma 

baixa permeabilidade do composto para células do sistema nervoso central. Sabendo-se que 

cada fenótipo de linhagem celular tumoral apresenta características moleculares e perfis 

específicos, novos estudos in vitro com diferentes linhagens tumorais devem ser realizados, 

para complementar os dados referentes ao comportamento antitumoral desse complexo. 

Paralelamente às linhagens tumorais, a linhagem RAW 264.7, derivada de 

macrófagos/monócitos imortalizados, foi utilizada como parâmetro comparativo, a fim de 

reproduzir o comportamento in vitro do composto contra células não tumorais. Dada a 

importância do índice de seletividade para a avaliação da atividade citotóxica desse composto, 

é importante ressaltar algumas características referentes a RAW 264.7. Foi demonstrado 

anteriormente que, conforme as passagens celulares, essa linhagem sofre alterações em seu 

fenótipo celular, podendo inclusive apresentar alterações moleculares e de expressão gênica 

que a distanciam do perfil de célula saudável (57,58). Dessa forma, apesar da utilização 

recorrente dessa linhagem em avaliações de atividade antitumoral, recomenda-se novos ensaios 

in vitro, utilizando diferentes linhagens celulares não tumorais. 

Há várias hipóteses inerentes ao próprio complexo para o mecanismo do seu 

comportamento in vitro. Sua citotoxicidade antitumoral corrobora com os resultados de outros 

compostos a base de cobre (II) evidenciados na literatura, cuja atividade antitumoral in vitro foi 

evidenciada anteriormente (11,19,25,59,60). Sabe-se que o cobre (II) está presente em diversas 

enzimas e vias metabólicas de forma fisiológica, e que nas células tumorais ocorre o acúmulo 

desse metal endógeno devido ao metabolismo acelerado secundário a proliferação (19,21,61). 

A atividade antitumoral do cobre (II) tem como um dos principais fatores seu efeito oxidativo, 

capaz de gerar espécies reativas de oxigênio, que promovem lesões e alterações no material 

genético das células tumorais. Essas lesões em moléculas de DNA tornam-se importantes o 

bastante para reativar mecanismos de morte celular que foram inativados pelas alterações 

oncogênicas da célula tumoral. Uma vez que o principal mecanismo envolve a lesão direta do 

material genético, é provável que a morte celular provocada seja de forma programada, pela 

reativação da via intrínseca da apoptose (17,62,63). Esse mecanismo programado é 

especialmente importante no contexto do câncer, uma vez que mortes não programadas, como 
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a necrose, podem comprometer tecidos adjacentes e gerar maiores efeitos adversos locais e 

sistêmicos (17,64). Entretanto, o mecanismo de morte celular ainda não pode ser precisamente 

inferido nesse estudo, necessitando de novos experimentos diferentes, como avaliação por 

ensaio de anexina V em citometria de fluxo. 

Todavia, o composto CuPhGli apresentou efeito citotóxico pouco específico, isto é, o 

mecanismo de lesão também acometeu a linhagem celular não tumoral (macrófagos murinos; 

RAW 264.7). Esse evento pode ser devido a diversos fatores, envolvendo principalmente a 

conformação geométrica do composto e as interações dos ligantes orgânicos com o centro 

metálico e os componentes celulares (21,26). Em um complexo organometálico, os ligantes 

orgânicos que formam a arquitetura do composto são capazes de alterar e interferir diretamente 

na atividade do centro metálico, por meio de modulações em lipofilia/hidrofilia, solubilidade 

em fluídos extracelulares, capacidade de atravessar membranas celulares, cargas elétricas e 

outras propriedades físico-químicas (18,21). A própria geometria do composto é capaz de 

interferir em processos importantes na interação com o seu alvo molecular, facilitando a 

internalização do complexo, estabilizando suas ligações, etc (21).  Essas mudanças são o fator 

essencial para caracterizar uma atividade antitumoral eficaz para complexos de cobre (II). No 

presente estudo, os componentes orgânicos do complexo são a fenantrolina (de estrutura 

aromática) e o aminoácido glicina, ambos compostos nitrogenados. Isoladamente, tanto a 

fenantrolina, quanto outros aminoácidos, já foram complexados com cobre (II) e demonstraram 

atividade citotóxica antitumoral in vitro (25,26,65), porém os resultados da combinação desses 

dois ligantes quanto aos efeitos antitumorais foram explorados de forma inédita nesse trabalho. 

Já foi demonstrado que o uso de ligantes orgânicos aromáticos facilita a interação do complexo 

com seu alvo, especialmente com o material genético, e a fenantrolina de forma específica é 

capaz de estabilizar ligações com o sulco menor (A-T) das fitas de DNA (66). Esse fator pode 

ser responsável por aprimorar os efeitos citotóxicos do complexo, porém paralelamente pode 

estar prejudicando a seletividade, ao facilitar a entrada e, consequentemente, a citotoxicidade 

contra a linhagem de células não tumorais RAW 264.7. Maiores estudos devem ser feitos para 

reavaliar as interações do composto, especialmente com alterações nos ligantes orgânicos do 

complexo, como por exemplo, a mudança do aminoácido utilizado. 

Uma vez evidenciado de forma in vitro a atividade citotóxica do composto CuPhGli, 

maiores informações devem ser inferidas a fim de elucidar o mecanismo do seu comportamento, 

assim como definir outros parâmetros importantes que caracterizem o potencial uso clínico 

desse composto. Para responder tais questões, foram utilizadas simulações in silico, envolvendo 
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docking molecular e predição de propriedades farmacocinéticas. Dada a importância do 

material genético no controle do maquinário tumoral e, uma vez que se trata de um frequente 

alvo molecular para complexos organometálicos, foi escolhida a molécula de DNA sintético B 

355D para avaliação no docking molecular. A simulação demonstrou que o composto interage 

com o alvo de forma espontânea, evidenciado pela Energia Livre de Ligação (ΔGlig) negativa 

(26,67) (valor de -6,6) para ambos os sítios avaliados. A interação ocorreu preferencialmente 

no sulco menor do DNA (sítio 2 de ligação), de acordo com os valores menores de constante 

de inibição Ki para esse sítio quando comparado ao valor de Ki para o sítio 1 (respectivamente, 

12,9 e 14,0), por meio de ligações hidrofóbicas. Tais resultados convergem para explicar um 

dos possíveis mecanismos da atividade citotóxica observada in vitro: lesão do material genético 

pela interação do centro metálico e consequente indução de morte celular. Essas interpretações 

são condizentes com outros complexos a base de cobre (II) encontrados na literatura (66). Em 

especial, foi observado que complexos organometálicos que possuem 1,10-fenantrolina em sua 

composição possuem maior tendência a interagir com o sulco menor do DNA (66). Essa 

interação é benéfica, uma vez que proporciona uma área de ligações mais próximas, e 

consequentemente mais estáveis, entre complexo e molécula alvo (38). Entretanto, o caráter 

hidrofóbico das ligações indica menor estabilidade.  

Frequentemente, complexos organometálicos com atividade antitumoral possuem 

diversos alvos moleculares, gerando uma gama de mecanismos que convergem para morte 

celular (11,68). Além da lesão do material genético ocasionado pela produção de espécies 

reativas de oxigênio, alguns possíveis outros mecanismos para esses compostos podem incluir: 

interferência em enzimas importantes no processo de divisão celular, como as topoisomerases 

I e II (69); alterações mitocondriais que promovem a produção e liberação de proteínas pró-

apoptóticas (18,70); modulação dos níveis intracelulares de cobre (61); dentre outros. Para 

melhor explicar a atividade citotóxica observada in vitro, novas simulações in silico com 

diferentes alvos moleculares devem ser realizadas, em especial as topoisomerases I e II, que 

são um alvo frequente para complexos organometálicos de cobre (II) (69). 

Apesar do mecanismo da atividade in vitro ainda não ter sido completamente 

elucidado, é importante definir a viabilidade para uso clínico de um composto com potencial 

desenvolvimento farmacológico, uma vez que o complexo desse estudo apresentou efeito 

antitumoral. Dessa forma, a predição de propriedades farmacocinéticas por simulações in silico 

é uma etapa fundamental no rastreio de substâncias com potencial uso clínico. Para isso, foram 

realizadas simulações para determinar parâmetros relacionados a absorção, distribuição, 
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metabolismo e toxicidade do complexo organometálicos de 1,10-fenatrolina e glicina 

complexado com cobre (II). Primeiramente, foi observado que o composto apresenta baixa 

solubilidade em água, além de ser impermeável a pele. Esses resultados indicam que há 

prováveis baixas taxas de absorção pela mucosa oral, que idealmente é o local de escolha para 

absorção medicamentosa. Em seguida, o composto apresentou uma boa absorção em região do 

intestino grosso (PCaco
-2 = 96,10), porém foi evidenciado baixa absorção em intestino delgado 

(valores de HIA < 30%). Essa divergência entre os locais de absorção não pode ser elucidada 

com os resultados iniciais. Apesar das simulações in silico serem fidedignas, o perfil de 

absorção apresentado, assim como os outros parâmetros farmacocinéticos devem ser 

contrapostos posteriormente com estudos in vivo, para maiores dados em relação ao 

comportamento do biocristal em sistemas reais. Ademais, foi observado que o composto não 

interage com as glicoproteínas P, importante proteína relacionada com a disponibilidade dos 

fármacos e diretamente relacionada com a resistência tumoral, uma vez que vários tumores 

aumentam sua expressão e impedem a absorção de fármacos (42,43). Assim, a não interação do 

composto com essa glicoproteína indica uma maior eficácia para linhagens tumorais resistentes. 

Além da absorção, outro processo importante na avaliação de um composto é a sua 

distribuição pelos diversos sistemas, refletindo sua disponibilidade e perfis de efeitos colaterais 

por interações com órgãos diversos. Para o organometálico CuPhGli, foi observado que o 

composto não atravessa a barreira hemato-encefálica (LogBB = -0,01), o que sugere um perfil 

de baixos efeitos colaterais em sistema nervoso central. Ademais, foi demonstrado que células 

do sistema nervoso central são moderadamente permeáveis ao CuPhGli (Log PS = -2,62), o que 

parcialmente justifica a atividade antitumoral in vitro contra a linhagem SNB-19 apresentar um 

baixo índice de seletividade. Em contrapartida, foi demonstrado que o composto possui um 

valor adequado de fração não ligada, o que sugere uma boa disposição do fármaco livre para 

gerar seus efeitos terapêuticos em um sistema. A fração não ligada reflete a quantidade de 

composto que realmente será capaz de exercer seu mecanismo de ação, uma vez que a 

associação do composto com proteínas plasmáticas dificulta ou inviabiliza sua entrada no 

ambiente intracelular.  

Em adição, é possível alterar os perfis de ambos os parâmetros de absorção e 

distribuição, ao modificar os ligantes orgânicos do complexo. Para o presente estudo, foi 

utilizado o aminoácido glicina, que demonstrou um efeito sinérgico a fenantrolina e manteve o 

efeito antitumoral do centro metálico. A utilização de diferentes aminoácidos na composição 

do composto pode ser capaz de melhorar os parâmetros de absorção e distribuição e, ao mesmo 
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tempo, manter o efeito citotóxico in vitro observado para esse complexo. Estudos in vivo com 

CuPhGli também são indicados para evidenciar maiores nuances sobre o comportamento desse 

composto em sistemas reais. 

Outro aspecto importante a ser avaliado em substâncias com potencial 

desenvolvimento farmacológico é o processo de metabolismo desse composto. Essa avaliação 

é especialmente relevante, pois pacientes com câncer não raramente necessitam de diversas 

medicações, seja pelos efeitos antitumorais da associação de quimioterápicos, ou pelo uso de 

outras drogas sintomáticas para controle de efeitos colaterais (71). Dessa forma, é 

imprescindível que uma substância com efeito antitumoral não tenha um grande número de 

interações com complexos proteicos relacionados ao metabolismo de drogas, uma vez que esse 

cenário reflete diretamente as chances de interação medicamentosa com outros fármacos em 

uso pelo paciente. Para o presente estudo, foram avaliadas as interações do CuPhGli com as 

principais isoformas da enzima CYP. Dos sete CYP avaliados, o complexo CuPhGli 

demonstrou ser substrato para apenas um deles (CYP3A4), porém sem apresentar efeito 

inibitório sobre o mesmo. Para os outros CYP, o composto não demonstrou interação. Esse 

perfil é interessante para seu potencial uso, uma vez que demonstra uma baixa interatividade 

com outras vias metabólicas, indicando poucos efeitos de interação medicamentosa. 

Por último, a avaliação in silico explorou aspectos de toxicidade para o composto. Para 

toda substância candidata ao desenvolvimento de um fármaco, é essencial avaliar aspectos de 

toxicidade em outros sistemas. Mesmo que uma substância tenha evidências de atividade 

antitumoral, seu uso ainda será restrito caso apresente altas taxas de toxicidade. Por isso, 

compostos com baixo grau de toxicidade se destacam em relação a outros com a mesma 

atividade citotóxica, porém com um perfil menos seguro. Para o complexo CuPhGli, foram 

avaliados três parâmetros: efeito carcinogênico (AMES teste), cardiotoxicidade (hERG) e 

hepatotoxicidade. Foi demonstrado que a substância não apresenta efeitos carcinogênicos e nem 

efeitos cardiotóxicos, favorecendo o seu possível uso clínico. Entretanto, foi demonstrado que 

o composto apresenta hepatotoxicidade. Apesar desse perfil hepatotóxico, maiores estudos 

relativos ao grau de toxicidade devem ser realizados antes de descartar o uso desse complexo, 

em especial estudos in vivo, que permitem uma avaliação do composto em sistemas reais. 
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5. CONCLUSÃO 

Portanto, de acordo com os resultados observados in vitro, o complexo organometálico 

de 1,10-fenantrolina e glicina complexado com cobre (II) apresentou atividade antitumoral para 

as linhagens avaliadas. Esse efeito demonstrou que a associação dos ligantes orgânicos, 1,10-

fenantrolina e o aminoácido glicina, funcionaram em sinergismo para proporcionar o efeito 

citotóxico exercido pelo centro metálico de cobre (II). O descobrimento dessa interação é 

importante, uma vez que abre precedentes para combinações entre 1,10-fenantrolina, um 

composto frequentemente presente em complexos organometálicos com conhecido efeito 

antitumoral, e outros aminoácidos. O uso de aminoácidos na composição do composto traz 

novas possibilidades de ligação com alvos moleculares, além de diferentes perfis de absorção e 

interação do centro metálico com estruturas celulares. Diferentes aminoácidos podem provocar 

diferentes conformações geométricas na estrutura química do complexo, garantindo efeitos 

diversos na atividade e nos mecanismos de ação do centro metálico, além de proporcionar 

diferentes perfis farmacocinéticos a depender dessas interações. De forma análoga, a 

especificidade da atividade citotóxica evidenciada in vitro pode ser aumentada por alterações 

nos ligantes orgânicos, em especial, a troca do aminoácido pode ajudar a mitigar efeitos danosos 

em células saudáveis. Novos estudos in vitro com diferentes linhagens celulares, tumorais e não 

tumorais, além de alterações nos ligantes orgânicos do complexo, podem trazer resultados cada 

vez mais robustos sobre essas interações e evidenciar combinações mais eficazes. Ademais, os 

ensaios in silico trouxeram novas informações importantes para explicar o comportamento in 

vitro demonstrado. O docking molecular demonstrou que o complexo é capaz de interagir com 

o material genético, o que indica um dos principais mecanismos de ação envolvidos no processo 

de morte celular induzida pelo CuPhGli. Entretanto, outras vias de lesão celular com outros 

alvos moleculares também podem estar envolvidas. Novas simulações com alvos já conhecidos 

na literatura para complexos de cobre (II) devem ser realizados, a fim de abranger as noções 

dos possíveis mecanismos para o composto CuPhGli. Paralelamente, as predições 

farmacocinéticas demonstraram que o complexo apresenta perfis de absorção adequados, 

demonstrando inclusive ser capaz de ultrapassar mecanismos de resistência tumoral, como a 

glicoproteína P, e também de metabolismo, com possíveis baixos índices de interação 

medicamentosa. Entretanto, foram observados aspectos que ainda devem ser explorados em 

novas pesquisas, como o comportamento discrepante de absorção apenas na porção do intestino 

grosso, além de demonstrar hepatotoxicidade. Tais aspectos podem também ser corrigidos por 

alterações nos ligantes orgânicos. Maiores detalhes e evidências quanto aos parâmetros 

farmacocinéticos serão melhor elucidados em futuros estudos in vivo. 
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